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“Dizem que antes de um rio entrar no mar, ele 

treme de medo. Olha para trás, para toda 

jornada que percorreu, para os cumes, as 

montanhas, para o longo caminho sinuoso que 

trilhou através de florestas e povoados e vê à sua 

frente um oceano tão vasto, que entrar nele nada 

mais é do que desaparecer para sempre. Mas 

não há outra maneira. O rio não pode voltar. 

Ninguém pode voltar. Voltar é impossível na 

existência. O rio precisa aceitar sua natureza e 

entrar no oceano. Somente ao entrar no oceano 

o medo irá se diluir, porque apenas então o rio 

saberá que não se trata de desaparecer no 

oceano, mas de se tornar o oceano.” 

 

                                                   (Khalil Gilbran) 
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RESUMO: O quantitativo populacional cada vez mais reduzido de onças-pintadas, 

associado à sua importância ecológica, tem resultado no desenvolvimento de estratégias que 

promovam a sua conservação. Nesse sentido, células somáticas derivadas da pele destes 

animais podem ser empregadas para essa finalidade, seja na produção de embriões clones, 

na obtenção de células induzidas à pluripotência e nos estudos genéticos da espécie. Para 

tanto, o estabelecimento adequado destas amostras é etapa inicial para essas aplicações. 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os danos gerados pelas condições de 

cultivo in vitro e criopreservação sobre o estabelecimento de cinco linhagens fibroblásticas 

derivadas de onças-pintadas adultas. Assim, fragmentos da pele da região auricular apical 

de uma fêmea e quatro machos foram cultivados in vitro para a obtenção das células 

somáticas. Inicialmente, para a identificação do tipo celular, células foram confirmadas 

como fibroblastos após análise morfológica e de imunofluorescência, e as cinco linhagens 

(um animal/uma linhagem) foram submetidas a dois experimentos. No primeiro 

experimento, células foram avaliadas em diferentes passagens do cultivo (primeira, terceira 

décima) para viabilidade, metabolismo e atividade proliferativa. No segundo experimento, 

células criopreservadas foram avaliadas quanto a viabilidade, metabolismo, atividade 

proliferativa, níveis de espécies reativas de oxigênio (EROs), potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm) e apoptose após descongelação em uma, três e dez passagens de cultivo. 

Células não criopreservadas foram utilizadas como controle. O cultivo in vitro após a 

primeira (26,1 h ± 4,9), terceira (22,9 h ± 1,6) e décima passagem (22,8 h ± 3,7) e 

criopreservação (30,0 h ± 1,4) não afetaram a atividade proliferativa. Além disso, nenhuma 

diferença foi observada para a viabilidade após a primeira (98,9% ± 0,8), terceira (92,5% ± 

6,2), décima (95,7% ± 1,4) passagem e criopreservação (73,2% ± 9,8). Contudo, células 

cultivadas até a décima passagem (49,0% ± 3,3) e criopreservadas (32,7% ± 2,8) reduziram 

seu metabolismo. Adicionalmente, células criopreservadas mostraram em unidades de 

fluorescência arbitrárias altos níveis de EROs (1,4 ± 0,1) e ΔΨm alterado (0,9 ± 0,0), quando 

comparados às células não criopreservadas (1,0 ± 0,1 e 1,0 ± 0,2). Finalmente, células 

criopreservadas e cultivadas após dez passagens reduziram a atividade proliferativa reduzida 

(45,1% ± 12,0) e número de células viáveis (30,4% ± 5,7), quando comparadas as células 

criopreservadas e cultivadas após uma e três passagens. Em conclusão, fibroblastos viáveis 

podem ser estabelecidos a partir da orelha de onças-pintadas e que embora essas células não 

tenham mostrado alterações na viabilidade e atividade proliferativa, elas sofrem danos 

durante um longo cultivo e criopreservação nas condições estudadas.  
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ABSTRACT: The increasingly small population quantity of jaguars, associated with their 

ecological importance, has resulted in the development of strategies that promote their 

conservation. In this sense, somatic cells derived from the skin of these animals can be used 

for this purpose, either in the production of clone embryos, in obtaining cells induced to 

pluripotency and in genetic studies of the species. Thus, the proper establishment of these 

samples is an initial step for these applications. Therefore, the aim of the present study was 

to assess the damage caused by in vitro culture and cryopreservation conditions on the 

establishment of five fibroblast lines derived from adult jaguars. Thus, fragments of skin 

from the apical auricular region of one female and four males were cultured in vitro to obtain 

somatic cells. Initially, to identify the cell type, cells were confirmed as fibroblasts after 

morphological and immunofluorescence analysis, and the five strains (one animal/one line) 

were subjected to two experiments. In the first experiment, cells were evaluated in different 

culture passages (first, third, tenth) for viability, metabolism and proliferative activity. In the 

second experiment, cryopreserved cells were evaluated for viability, metabolism, 

proliferative activity, levels of reactive oxygen species (ROSs), mitochondrial membrane 

potential (ΔΨm) and apoptosis after thawing and one, three and ten culture passages. Non-

cryopreserved cells were used as controls. The in vitro culture after the first (26.1 h ± 4.9), 

third (22.9 h ± 1.6) and tenth passage (22.8 h ± 3.7) and cryopreservation (30.0 h ± 1.4) did 

not affect proliferative activity. Moreover, no difference was observed for viability after the 

first (98.9% ± 0.8), third (92.5% ± 6.2), tenth (95.7% ± 1.4) passage and cryopreservation 

(73.2% ± 9.8). Nevertheless, cells cultured to the tenth passage (49.0% ± 3.3) and 

cryopreserved (32.7% ± 2.8) reduced their metabolism. Additionally, cryopreserved cells 

showed high levels of ROS (1.4 ± 0.1) and altered ΔΨm (0.9 ± 0.0) in arbitrary fluorescence 

units, when compared to non-cryopreserved cells (1.0 ± 0.1 and 1.0 ± 0.2). Finally, 

cryopreserved cells and cultured after ten passages reduced the reduced proliferative activity 

(45.1% ± 12.0) and number of viable cells (30.4% ± 5.7), when compared to cryopreserved 

and cultured cells after one and three passages. In conclusion, viable fibroblasts can be 

established from jaguars’ ears and that although these cells have not shown changes in 

viability and proliferative activity, they suffer damage during a long culture and 

cryopreservation under the studied conditions. 
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PBS  Tampão fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline) 

SFB  Soro Fetal Bovino 

TNCS   Transferência Nuclear de Células Somáticas 

UFERSA Universidade Federal Rural do Semi-Árido 

VSS  Vitrificação em Superfície Sólida 

VDC  Vitrificação Direta em Criotubos 
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CAPÍTULO 1 – CONSIDERAÇÕES GERAIS  1 

 2 

1. INTRODUÇÃO  3 

 4 

A onça-pintada considerada o único e maior felídeo do gênero Panthera pertencente 5 

as Américas (SRBEK-ARAUJO et al., 2018; CORNER et al., 2019), vem sofrendo um 6 

declínio populacional, o qual foi estimado em cerca de 30% nas últimas três gerações 7 

(MORATO et al., 2013; ARAUJO et al., 2018). Consequentemente, estes felídeos silvestres 8 

estão sendo considerados, segundo a União Internacional para a Conservação da Natureza 9 

(IUCN) (QUIGLEY et al., 2017), como uma espécie quase ameaçada à extinção, sendo as 10 

subpopulações da América Latina identificadas como ameaçadas ou criticamente ameaçadas 11 

(MORATO et al., 2018; QUIGLEY et al., 2017). 12 

Entre os principais fatores que resultam nessa redução populacional da onça-pintada 13 

têm-se a perda e a fragmentação dos habitats ocasionados por ações antropogênicas, como 14 

por exemplo, à caça ilegal (TORRE et al., 2018). Tal declínio tem gerado grande 15 

preocupação uma vez que afeta diretamente o equilíbrio e a manutenção do ecossistema, 16 

visto que esses animais possuem papéis ecológicos em diferentes habitats (OLSOY et al., 17 

2016; ESPINOSA et al., 2018). Além disso, a onça-pintada regula a população de suas presas 18 

e beneficia outras espécies envolvidas na cadeia alimentar, sendo denominada como uma 19 

espécie guarda-chuva (RODRÍGUEZ-SOTO et al., 2013). Adicionalmente, estes mamíferos 20 

silvestres são considerados espécies paisagistas (ASTETE et al., 2008) e se destacam quanto 21 

ao valor econômico como atrativo ao turismo (MAFFEI et al., 2004; SILVER et al., 2004).  22 

Diante deste cenário de redução populacional e associado a sua importância 23 

ecológica, estratégias de conservação de onças-pintadas tornam-se necessárias. Em geral, 24 

em virtude de informações ainda escassas dos aspectos reprodutivos da espécie (JORGE-25 

NETO et al., 2018), técnicas de reprodução assistida ainda são reduzidas. Assim, ferramentas 26 

biotecnológicas, como o uso de bancos de células somáticas tornam-se alternativas 27 

relevantes no contexto da conservação animal. Esses bancos quando apropriadamente 28 

estabelecidos permitem a obtenção de embriões/crias por transferência nuclear de células 29 

somáticas (TNCS), produção de células induzidas à pluripotência e estudos genéticos da 30 

espécie (PRAXEDES et al., 2018).  31 

Em felídeos silvestres, avanços nesta temática já foram observados na clonagem por 32 

TNCS em espécies do gênero Felis, como o gato-da-Líbia (Felis silvestris lybica, GÓMEZ 33 

et al., 2004), do gênero Acinonyx, como o guepardo (Acinonyx jubatus, MORO et al., 2015), 34 
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e do gênero Phantera, como o leão (Panthera lio, YELISETTI et al., 2016). Já a obtenção 35 

de células induzidas à pluripotência teve sua publicação mais marcante em felídeos silvestres 36 

relatada para o leopardo das neves (Panthera uncia, VERMA et al., 2012); tigre de Bengala, 37 

serval e onça-pintada (Panthera tigres, Leptailurus serval, Panthera onca, VERMA et al., 38 

2013), as quais essas células podem em um futuro próximos serem empregadas como fonte 39 

de obtenção de gametas in vitro (SUKPARANGSI et al., 2018). Assim, para todas estas 40 

aplicações, o estabelecimento adequado de células somáticas consiste em uma etapa crucial 41 

para a eficiência das técnicas (LIU et al., 2010; GUAN et al., 2010).  42 

Em geral, o estabelecimento de linhagens somáticas consiste em controlar e realizar 43 

de maneira adequada as condições de isolamento, identificação, cultivo in vitro e 44 

criopreservação das células somáticas. Inicialmente, a pele tem sido o órgão de escolha no 45 

isolamento destas células por ser uma fonte com quantitativo adequado de células e pode ser 46 

realizada a biópsia de maneira menos invasiva (PRAXEDES et al., 2018). Após a colheita, 47 

fragmentos de pele são cultivados e os fibroblastos são identificados. Por serem as células 48 

mais amplamente empregada nas ferramentas biotecnológicas já desenvolvidas (PEREIRA 49 

et al., 2018, 2019), os fibroblastos tornam-se as linhagens celulares de escolha para os 50 

estudos que se seguem. 51 

Além disso, os fibroblastos apresentam um rápido crescimento e uma ótima 52 

capacidade de aderência celular e ainda se destacam quanto aos seus aspectos morfológicos, 53 

pois possuem núcleo grande, central e oval (PRAXEDES et al., 2019). Diante disto, estudos 54 

têm relacionado que as condições de cultivo in vitro e criopreservação podem alterar as 55 

características dos fibroblastos dificultado a reprogramação adequada destas células em suas 56 

aplicações (SONG et al., 2007). Em geral, danos gerados pelas condições do cultivo in vitro, 57 

tais como, o número de passagens, deve ser estudado antes da formação de bancos de células 58 

somáticas (SONG et al., 2007). Além disso, a identificação dos danos gerados durante a 59 

criopreservação consiste em fase importante para a otimização das condições de 60 

criopreservação de células somáticas (LEÓN-QUINTO et al., 2011, 2014).  61 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar as condições de cultivo in vitro e 62 

criopreservação sobre o estabelecimento de cinco linhagens fibroblásticas derivadas de 63 

onças-pintadas. 64 

 65 

 66 

 67 

 68 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 69 

 70 

2.1. ASPECTOS ECOLÓGICOS E QUANTITATIVO POPULACIONAL DAS ONÇAS-71 

PINTADAS 72 

 73 

Atualmente, no Brasil, a onça-pintada (Figura 1) ocorre em cinco dos seis biomas 74 

brasileiros (Figura 2), apresentado um importante papel ecológico no ecossistema na qual 75 

fazem parte (LORENZANA et al., 2020). Esses animais são considerados um dos principais 76 

predadores no controle de herbívoros e predadores de pequeno porte, favorecendo as 77 

interações predador-presa (JORGE et al., 2013; JORGE-NETO et al., 2018; 2020). Ainda, 78 

as onças-pintadas por necessitarem de territórios saudáveis e de ampla extensão para 79 

viverem de forma adequada, são consideradas indicadores de qualidade ambiental 80 

(RODRÍGUEZ-SOTO et al., 2013). 81 

 82 

 83 

Figura 1. Exemplar de onça-pintada pertencente ao ECOPOINT Parque Ecológico 84 

(Fortaleza, CE). Fonte: Laboratório de Biotecnologia Animal (LBA). 85 

 86 

No Brasil, a onça-pintada é categorizada como vulnerável à extinção, sendo a 87 

Caatinga e a Mata Atlântica as áreas mais afetadas, sendo esta última considerada a principal 88 

região em perder a presença dessa espécie (MORATO et al., 2013). De acordo com o estudo 89 

de Jędrzejewski et al. (2018), aproximadamente 46.391 onças-pintadas vivem em áreas 90 

protegidas em território brasileiro. Detalhadamente, a população mundial de onças-pintadas 91 

é considerada em cerca de  173.000 indivíduos, com maior concentração  na  Bacia 92 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000632071931105X#!
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Amazônica e nas demais regiões do planeta tendem a ser pequenas e fragmentadas 93 

(JĘDRZEJEWSKI et al., 2018). Contudo, é possível afirmar que geralmente ocorra 94 

variações na densidade populacional destes animais e, portanto, ainda são necessários 95 

estudos que possam estimar com garantia o tamanho populacional de onças-pintadas 96 

(JĘDRZEJEWSKI et al., 2018). 97 

 98 

 99 

 100 

 101 

 102 

 103 

 104 

 105 

 106 

 107 

 108 

 109 

 110 

 111 

 112 

Figura 2: Biomas em que ocorrem a presença de onças-pintadas. Setas amarelas indicam 113 

ocorrência de onças-pintadas. Fonte: Desbiez et al. (2012) com modificações. 114 

 115 

Em um estudo desenvolvido por Sanderson et al. (2002) estima-se que as onças-116 

pintadas estejam ocupando menos de 46% de sua área de distribuição que ocorria do sul dos 117 

Estados Unidos ao norte da Argentina. Além disso, em países, como El Salvador e Uruguai, 118 

esses animais já são considerados extintos (QUIGLEY et al., 2017).  119 

Em geral, esses animais estão sujeitos a diferentes tipos de 120 

ameaças  (LORENZANA et al., 2020), como as ações antropogênicas associadas a 121 

agricultura, fragmentação do habitat, a caça e abate ilegal (CULLEN et al., 2016; 122 

ESPINOSA et al., 2018) ocasionando uma redução no seu quantitativo populacional 123 

(MORATO et al., 2013; ARAUJO et al., 2018). Adicionalmente, a fragmentação do habitat 124 

tem favorecido o isolamento de pequenas populações de onças-pintadas, tornando-as 125 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=J%26%23x00119%3Bdrzejewski%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29579129
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S000632071931105X#!
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vulneráveis e suscetíveis a alterações ambientais e depressão por endogamia (MENCHACA 126 

et al., 2019).  127 

Diante desse cenário, estratégias de conservação têm sido propostas no Brasil por 128 

meio de ações englobadas no Plano de Ação Nacional para a Conservação dos Grandes 129 

Felinos (PAN Grandes Felinos: Portaria no. 612/2018). Entre as recomendações desse plano 130 

de ação, têm-se o desenvolvimento de biotecnologias assistidas, como a formação de bancos 131 

de recursos biológicos e biotécnicas reprodutivas.  132 

 133 

2.2. ESTRATÉGIAS DE CONSERVAÇÃO IN SITU APLICADAS EM ONÇAS-134 

PINTADAS 135 

 136 

As estratégias de conservação in situ são definidas como abordagens que objetivam 137 

a manutenção do habitat natural do animal e todas as espécies nele existentes por meio da 138 

conservação e educação ambiental (SANDERSON et al., 2002; JORGE-NETO et al., 2018). 139 

Para que que essa estratégia seja possível, é necessário a obtenção de longas faixas 140 

territoriais e monitoramento destas por meio de armadilhas fotográficas (CASANOVA; 141 

BERNARDO, 2017) e, principalmente, da contribuição da sociedade (SILVA et al., 2008; 142 

ZARRATE-CHARRY et al., 2010). 143 

No Brasil, um exemplo significativo dessa abordagem ocorre na Amazônia, a qual é 144 

considerada a área mais importante para essa finalidade (OLIVEIRA et al., 2012). Além 145 

disso, alguns projetos não-governamentais que visam promover a conservação in situ de 146 

onça-pintada e associá-la ao desenvolvimento socioeconômico das regiões envolvidas têm 147 

sido estabelecidos, como o NEX No Extinction, em Corumbá, Goiás, Projeto Onças do Rio 148 

Negro, em Aquidauna, Mato Grosso do Sul, Projeto Onçafari, em Miranda, Mato Grosso do 149 

Sul, Pantera Brasil em Poconé, Mato Grosso, e Projeto Amigo da Onça, em Parque Nacional 150 

Boquierão da Onça, na Bahia. Nesses projetos, o monitoramento, manejo, reintrodução dos 151 

animais no seu ambiente natural e estudos genéticos são realizados. 152 

Contudo, esta abordagem pode apresentar limitações em relação à redução de áreas 153 

destinadas a manutenção dos animais, redução de presas que favorecem a alimentação e o 154 

desconhecimento da sociedade sobre a importância dessas estratégias que visam a 155 

conservação da biodiversidade (CRAWSHAW et al., 2004; JORGE-NETO et al., 2018). 156 

Além disso, sabe-se que a captura destes animais em longos territórios são muitas vezes de 157 

difícil acesso, dificultando a realização dos estudos (SILVER et al., 2004). Adicionalmente, 158 
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as áreas de proteção estabelecidas nesta estratégia raramente conseguem conservar os 159 

habitats (KATI et al., 2004), sendo necessário otimizar as estratégias de conservação ex situ. 160 

 161 

2.3. ESTRATÉGIAS DE CONSERVAÇÃO EX SITU APLICADAS EM ONÇAS-162 

PINTADAS 163 

 164 

As estratégias de conservação ex situ pode se dar de duas maneiras, a ex situ in vivo 165 

e a ex situ in vitro. As ferramentas ex situ in vivo consistem na manutenção de um animal 166 

vivo fora de seu habitat natural, como ocorrem nos zoológicos (RUEDA-ZOZAYA et al., 167 

2016), possibilitando estudos sobre o entendimento dos aspectos fisiológicos e reprodutivos 168 

da espécie (GONZALEZ et al., 2017). Já àquelas ex situ in vitro são caracterizadas pela 169 

colheita e criopreservação de amostras biológicas, como gametas, embriões, tecidos 170 

gonadais, tecidos somáticos e células somáticas (PRAXEDES et al., 2018) para uso em 171 

biotécnicas reprodutivas.  172 

No Brasil, de uma à três onças-pintadas são mantidas em zoológicos o que tem 173 

auxiliado no estabelecimento de estudos voltados para a promoção do bem-estar dos animais, 174 

avaliação dos aspectos reprodutivos e projetos de pesquisa com universidades colaboradoras 175 

(MORATO et al., 2004; GUTIÉRREZ-GONZÁLEZ et al., 2015). Morato et al. (2001) 176 

compararam as características seminais de onças-pintadas de cativeiros e vida livre e 177 

identificaram que indivíduos derivados de cativeiros possuem reduzido potencial 178 

reprodutivo, sendo a nutrição, meio ambiente e genética as causas dessa resposta. Já em 179 

2002, Morato; Barnabe desenvolveram protocolos de avaliação e congelação de sêmen para 180 

a espécie, bem como realizaram monitoramento da função testicular, função ovariana e 181 

recuperação oocitária. Nesse estudo, embora os autores tenham obtido oócitos e 182 

espermatozoides, não foi observada a obtenção de embriões por fecundação in vitro, sendo 183 

atribuído para esta resposta a quantidade reduzida de oócitos e a baixa qualidade 184 

espermática.  185 

Posteriormente, Araújo et al. (2018) otimizaram um protocolo anestésico usando 186 

medetomidina em associação com cateter uretral para recuperação seminal. Nesse estudo, os 187 

autores obtiveram um volume de sêmen de 347,2 µL, contendo uma concentração elevada 188 

de 2.635,2 x 106 espermatozoides/mL. Em 2019, dois estudos interessantes foram 189 

desenvolvidos com onças-pintadas de cativeiros para a recuperação e avaliação espermática. 190 

Inicialmente, Silva et al. (2019a) apresentaram dados detalhados das características 191 

espermáticas, quanto à morfologia, morfometria e ultraestrutural nesta espécie. Em seguida, 192 
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os mesmos autores avaliaram a qualidade seminal de onças-pintadas, durante uma curva de 193 

refrigeração, comparando o uso dos diluidores Tris e ACP-117c. Os resultados mostraram 194 

que o Tris apresentou influência positiva na motilidade, funcionalidade da membrana e 195 

atividade mitocondrial espermática em comparação com o ACP-117c, sugerindo, assim, a 196 

utilização do extensor Tris na criopreservação de sêmen de onças-pintadas (SILVA et al., 197 

2019b).  198 

Já em estudos voltados para a avaliação das fêmeas, Barnes et al. (2016) realizaram 199 

o monitoramento do ciclo estral em onças-pintadas, observando a ocorrência de múltiplos 200 

estros, com aproximadamente 22 a 65 dias. Ainda, o período gestacional dura em média 91 201 

a 110 dias, com uma natalidade de um a quatro indivíduos (MORATO et al., 2013; BARNES 202 

et al., 2016). Em 2020, Jorge Neto et al. avaliaram a indução da ovulação em onças-pintadas 203 

em cativeiros com base nas alterações morfológicas do ovário e observaram que a ovulação 204 

também pode ser adquirida na ausência da cópula. 205 

Finalmente, em estudos voltados para bancos de amostras somáticas, estudos 206 

recentes têm evidenciado a obtenção de amostras derivadas da pele como principal fonte de 207 

recuperação destas células (PRAXEDES et al., 2018). O primeiro relato de colheita e 208 

criopreservação de amostras somáticas foi apresentado por Mestre-Citrinovitz et al. (2016) 209 

usando amostras de pele de indivíduos derivados da Argentina. Neste estudo, os autores 210 

descreveram de maneira técnica as etapas envolvidas durante o cultivo primário e 211 

congelação lenta de amostras somáticas derivadas da pele, músculo e cartilagem.  212 

Recentemente, o nosso grupo, Laboratório de Biotecnologia Animal (LBA) 213 

aperfeiçoou os protocolos de criopreservação de tecidos somáticos, comparando três técnicas 214 

de conservação: congelação lenta vs. vitrificação em superfície sólida (VSS) vs vitrificação 215 

direta em criotubos (VDC), na qual a VSS, foi a técnica mais eficiente (PRAXEDES et al., 216 

2019; 2020). Além disso, nosso grupo também descreveu o cultivo in vitro desses 217 

fragmentos, otimizando as análises de atividade metabólica e proliferativa obtendo 218 

resultados positivos: células 100% funcionais e duplicação de população de 26 h, utilizando  219 

como meio nutritivo o meio essencial mínimo modificado por Dulbecco (DMEM), acrescido 220 

com 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibiótico, nas seguintes condições de incubação: 221 

38,5° C em 5% de CO2 (PRAXEDES et al., 2019). Posteriormente, nosso grupo ainda 222 

descreveu a criopreservação de células somáticas, utilizando diferentes combinações de 223 

soluções crioprotetoras [10% de dimetilsulfóxido (DMSO) vs. 10% de DMSO acrescido de 224 

0,2 M de sacarose vs. 10% de etilenoglicol (EG) vs. 10% de EG acrescido de 0,2 M de 225 

sacarose], resultando na solução de meio essencial mínimo modificado por Dulbecco 226 
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acrescido de 10% de dimetilsulfóxido (DMSO), 10% de soro fetal bovino (SFB) e 0,2 M de 227 

sacarose como a solução mais adequada para a criopreservação de células somáticas de onça-228 

pintada (OLIVEIRA et al., 2020). 229 

Portanto, como continuidade dessa temática voltada para a conservação de amostras 230 

somáticas de onças-pintadas, esta proposta visou contribuir para a obtenção de linhagens 231 

celulares viáveis após a manipulação in vitro e criopreservação.   232 

 233 

 234 

 235 

 236 

 237 

 238 

 239 

 240 

 241 

 242 

 243 

 244 

 245 

 246 

 247 

 248 

 249 

 250 

 251 

 252 

 253 

 254 

 255 

 256 

 257 

 258 

 259 

 260 
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3. JUSTIFICATIVA 261 

 262 

O número populacional de onças-pintadas vem sendo reduzido nos últimos anos em 263 

consequência das ações antropogênicas que inclui a agricultura, a fragmentação do seu 264 

habitat, a caça e abate ilegal. Ainda, em virtude do seu importante papel ecológico para os 265 

ecossistemas, a necessidade de manutenção dessa espécie em cativeiros, visando a 266 

conservação da biodiversidade global tem sido necessária. 267 

Alguns fatores isolados ou em conjunto podem afetar a realização e aplicabilidade 268 

de biotécnicas de reprodução assistida, como a inseminação artificial e a produção de 269 

embriões, em animais mantidos em cativeiros, uma vez que estes animais podem apresentar 270 

idade avançada ou a ausência de um histórico reprodutivo, o que dificulta ainda mais o 271 

conhecimento reprodutivo desta espécie e consequentemente sua reprodução.  272 

Diante deste cenário, o uso de tecidos e células somáticas derivadas da pele têm se 273 

tornado uma alternativa para a conservação global, em virtude de sua finalidade para 274 

diversos fins, como a clonagem por transferência nuclear, reprogramação nuclear e produção 275 

de células induzidas a pluripotência, que visa a produção de gametas. Contudo, antes da sua 276 

aplicabilidade nestas respectivas biotécnicas, faz-se necessário o estabelecimento e 277 

caracterização celular por meio de avaliações quanto as condições de manipulação in vitro e 278 

criopreservação, visando a qualidade celular e a conservação adequada desse material por 279 

longos períodos. Portanto, o entendimento sobre os danos ocasionados pelas condições de 280 

cultivo e criopreservação, que possam comprometer a funcionalidade celular faz-se 281 

necessário. 282 

 283 

 284 

 285 

 286 

 287 

 288 

 289 

 290 

 291 

 292 

 293 
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4. HIPÓTESES CIENTÍFICAS 294 

 295 

I – O número elevado de passagens realizadas durante o cultivo in vitro de fibroblastos 296 

recuperados do tecido da pele da região auricular apical de onças-pintadas pode influenciar 297 

negativamente na viabilidade, metabolismo e funcionalidade celular; 298 

 299 

II – A criopreservação celular pode afetar negativamente o metabolismo e a funcionalidade 300 

de linhagens fibroblásticas de onças-pintadas; 301 

 302 

III – Linhagens fibroblásticas viáveis de onças-pintadas podem ser obtidas após as 303 

condições de manipulação in vitro e processo de criopreservação. 304 

 305 

 306 

 307 

 308 

 309 

 310 

 311 

 312 

 313 

 314 

 315 

 316 

 317 

 318 

 319 

 320 

 321 

 322 

 323 

 324 

 325 

 326 
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5. OBJETIVOS 327 

 328 

5.1. OBJETIVO GERAL 329 

 330 

Avaliar as condições de cultivo in vitro e criopreservação sobre o estabelecimento de cinco 331 

linhagens fibroblásticas derivadas de onças-pintadas. 332 

 333 

5.2. OBJETIVOS ESPÉCIFICOS 334 

 335 

- Isolar e caracterizar linhagens celulares de onça-pintada a partir de ensaios que avaliem a 336 

qualidade das células; 337 

 338 

- Criopreservar e avaliar os danos gerados pela congelação sobre a qualidade das células de 339 

onça-pintada; 340 

 341 

- Avaliar a influência do tempo de cultivo quanto ao número de passagens realizadas antes 342 

e após a criopreservação. 343 

 344 

 345 

 346 

 347 

 348 

 349 

 350 

 351 

 352 

 353 

 354 

 355 

 356 

 357 

 358 
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Resumo  692 

Linhagens celulares, principalmente fibroblastos derivados da pele, podem ser 693 
ferramentas interessantes para a conservação e multiplicação de felídeos silvestres 694 
ameaçados de extinção. Esses animais em virtude de seu quantitativo reduzido têm nos 695 
bancos de células somáticas uma alternativa para a conservação de material biológico 696 

derivados de pequenas populações, garantindo assim o armazenamento da diversidade 697 
genética de diferentes grupos de indivíduos. Isso porque tais linhagens, quando 698 
apropriadamente estabelecidas por meio das técnicas de cultivo in vitro e criopreservação, 699 

permitem seu emprego na obtenção de embriões por clonagem por transferência nuclear de 700 

células somáticas e produção de células induzidas à pluripotência. Assim, uma das etapas 701 
essenciais para o uso dessas linhagens de maneira eficiente consiste na avaliação dos efeitos 702 
das condições de cultivo in vitro e criopreservação das células, visando reconhecer os danos 703 

gerados pelas manipulações e identificar os ajustes necessários aos protocolos empregados. 704 
Portanto, o objetivo desta revisão consiste em reunir e explorar informações úteis sobre as 705 

condições de cultivo in vitro e criopreservação de células derivadas de felídeos silvestres, 706 
visando o estabelecimento de linhagens celulares na conservação e multiplicação destas 707 
espécies.  708 

 709 
Palavras chave: bancos de recursos somáticos, fibroblastos, transferência nuclear de células 710 

somáticas, indução à pluripotência.   711 
 712 

Abstract 713 

Cell lines, mainly fibroblasts derived from the skin, can be interesting tools for the 714 

conservation and multiplication of endangered wild felids. These animals, due to their 715 

reduced quantity, have somatic cell banks as an alternative for the conservation of biological 716 

material derived from small populations, thus guaranteeing the storage of the genetic 717 

diversity of different groups of individuals. This is because such lines, when properly 718 

established through in vitro culture and cryopreservation techniques, allow their use in 719 

obtaining embryos by cloning by somatic cell nuclear transfer and production of cells 720 

induced to pluripotency. Thus, one of the essential steps for the use of these lines in an 721 

efficient way consists of the evaluation of the effects of the conditions of in vitro culture and 722 

cryopreservation of the cells, aiming to recognize the damages generated by the 723 
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manipulations and to identify the necessary adjustments to the employed protocols. 724 

Therefore, the aim of this review is to gather and explore useful information about in vitro 725 

culture and cryopreservation conditions of cells derived from wild felids, aiming at the 726 

establishment of cell lines in the conservation and multiplication of these species.  727 

Keywords: somatic resource banks, fibroblasts, somatic cell nuclear transfer, pluripotency 728 

induction. 729 

Introdução 730 

O termo linhagem celular é descrito para o cultivo de células previamente isoladas e 731 
caracterizadas, que apresentam um maior caráter proliferativo de acordo com as condições 732 
in vitro favoráveis e necessárias para o seu desenvolvimento e sobrevivência, como as 733 
condições ambientais e nutritivas (Ulrich & Pour, 2001). Convencionalmente, as linhagens 734 

celulares são classificadas como aquelas de crescimento finito, as quais apresentam um 735 
número limitado de passagens (em torno de 50 passagens), enquanto aquelas de crescimento 736 
infinito são caracterizadas por tempo de cultivo infinito de células imortalizadas (Rebello, 737 
2014). Em geral, para a conservação da diversidade genética e, posterior, conservação de 738 

felídeos silvestres, as linhagens de crescimento finito têm sido empregadas (Yelisetti et al., 739 
2016). Para tanto, após o estabelecimento das linhagens de células, estas podem ser 740 
empregadas na obtenção de embriões/crias clones por transferência nuclear de células 741 

somáticas (TNCS, Gómez et al., 2003) e produção de células induzidas à pluripotência (iPS, 742 
Verma et al., 2012).  743 

Para a primeira aplicabilidade, o sucesso da TNCS em felídeos silvestres já pôde ser 744 

observado em vários felídeos silvestres, como o gato selvagem africano (Felis silvestris 745 
líbica, Gómez et al., 2003), gato marmoreado (Pardofelis marmorata, Thongphakdee et al., 746 

2006), gato leopardo (Prionailurus bengalensis, Yin et al., 2006), gato de cabeça chata 747 

(Prionailurus planiceps, Thongphakdee et al., 2010) e chita asiática (Acinonyx jubatus 748 

venaticus, Moulavi et al., 2017). Já na produção de iPS, estudos relacionados à 749 
reprogramação de células somáticas a partir de vetores retrovirais transfectados visando à 750 

obtenção de células pluripotentes já pôde ser observado em alguns felídeos silvestres, como 751 
leopardo das neves (Panthera uncia, Verma et al., 2012), tigre de Bengala (Panthera tigres, 752 
Verma et al., 2013), onça-pintada (Panthera onca, Verma et al., 2013), serval (Leptailurus 753 
serval, Verma et al., 2013), gato pescador (Prionailurus viverrinus, Sukparangsi et al., 2018) 754 

e leopardo-nebuloso (Neofelis nebulosa, Sukparangsi et al., 2018).  755 
Nesse contexto, para que uma célula manipulada in vitro seja empregada nessas 756 

finalidades, a mesma deve apresentar características adequadas durante o cultivo in vitro e 757 
criopreservação (Pereira et al., 2019). Portanto, o estabelecimento é o primeiro passo para 758 
se conhecer as características e necessidades das células, quanto às suas exigências 759 

nutricionais, aspectos genéticos, estágio de diferenciação e ciclo celular, parâmetros 760 

fundamentais para a obtenção de embriões clones e estudos de reprogramação (Pereira et al., 761 

2018). Contudo, quando células somáticas são cultivadas in vitro objetivando possivelmente 762 
a sua utilização na reprogramação nuclear, é importante ressaltar que estas podem sofrer 763 
modificações, devido as condições impostas pelo ambiente, condições de cultivo e 764 
criopreservação inadequadas, e, consequentemente, o uso de células impróprias na TNCS, 765 
por exemplo, acarretará na produção de embriões clones defeitusos, comprometendo a 766 

eficiência e o sucesso da clonagem (Gómez et al., 2008; Song et al., 2007). 767 
Portanto, o objetivo dessa revisão é reunir e explorar informações úteis acerca das 768 

necessidades no manuseio destas células sob condições de cultivo in vitro e criopreservação, 769 
visando o estabelecimento de linhagens celulares para suas posteriores aplicações.  770 
 771 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/panthera
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Fontes, obtenção e caracterização de linhagens celulares 772 

Em felídeos silvestres, células somáticas já foram obtidas da pele de diferentes 773 
regiões do animal, como a região auricular (Wittayarat et al., 2012; Praxedes et al., 2019), 774 

abdominal (Sukparangsi et al., 2018), inguinal (Mestre‐Citrinovitz et al., 2016), e do tecido 775 
muscular esquelético (Thongphakdee et al. 2010), sendo o primeiro caso amplamente 776 
preferível na obtenção destas células (Praxedes et al., 2018). Além disso, amostras somáticas 777 
podem ser obtidas de ambos os gêneros (Wittayarat et al., 2011), tanto por biópsias (Moro 778 
et al., 2015), quanto por necrópsias (Yelisetti et al., 2016; Moulavi et al., 2017).  779 

Após a colheita das amostras teciduais, células podem ser cultivadas a partir de duas 780 
formas: por explante tecidual (Praxedes et al., 2019), ou por digestão enzimática tecidual 781 
(Moulavi et al., 2017).  Em ambas as condições, os fibroblastos têm sido a célula de escolha 782 
na maioria de estudos de caracterização de linhagens celulares (Guan et al., 2010; Liu et al., 783 

2010), especialmente por suas características morfológicas e de crescimento in vitro que 784 
favorecem seu emprego em reprogramação nuclear (Gómez et al., 2003; Praxedes et al., 785 
2019). Contudo, durante o cultivo primário, além de fibroblastos, queratinócitos e 786 

melanócitos podem estar presentes, sendo necessário um maior tempo de cultivo para a 787 
obtenção de um cultivo homogêneo de fibroblastos (Praxedes et al., 2020).  788 

Para a caracterização de uma linhagem celular, diferentes ensaios têm sido 789 
empregados para a confirmação do tipo celular. Inicialmente, células têm sido avaliadas 790 

pelos seus aspectos morfológicos e de aderência celular. Assim, a morfologia fibroblástica, 791 
ou seja, formato fusiforme, núcleo central e oval tem sido observado em células na 3ª 792 

passagem de cultivo in vitro de onça-pintada (Mestre-Citrinovitz et al., 2016; Praxedes et 793 
al., 2020). Além disso, a expressão de proteínas fluorescentes tem sido empregada na 794 
confirmação do tipo e da qualidade de linhagens celulares cultivadas in vitro, por meio da 795 

utilização de marcadores que avaliam a expressão e função das proteínas presentes em 796 

células, conforme observado em células de tigre Siberiano (Song et al., 2007) e tigre de 797 

Bengala (Guan et al., 2010). 798 
Ainda em células derivadas de tigre Siberiano (Song et al., 2007), por cariotipagem, 799 

foi observada a manutenção do número de cromossomos da espécie (2n = 38) ao longo do 800 
cultivo in vitro. Além disso, a análise isoenzimática tem sido aplicada na etapa de 801 
caracterização de linhagens celulares. Assim, os resultados obtidos quanto ao cariótipo em 802 
associação com os ensaios isoenzimáticos, podem contribuir na confirmação em relação a 803 

origem de uma determinada linhagem celular, bem como identificar prováveis 804 
contaminações cruzadas com outros tipos de células (Liu et al., 2010). Portanto, está 805 
avaliação tem sido realizada em fibroblastos de tigre Siberiano (Liu et al., 2010) e tigre de  806 
Bengala (Guan et al., 2010) com o intuito de determinar a origem das células e avaliar a 807 
ausência da contaminação cruzada, por meio da análise de lactato desidrogenase (LDH) e 808 

malato desidrogenase (MDH), que são enzimas que auxiliam na via glicolítica e no ciclo do 809 

ácido cítrico. Os resultados usando esses ensaios evidenciaram que as atividades enzimáticas 810 

foram adequadas e positivas para a ausência de contaminação. Finalmente, ensaios de 811 
identificação da ausência de agentes microbiológicos têm sido propostos com o intuito de 812 
garantir uma linhagem celular de qualidade (Liu et al., 2010). 813 
 814 

 Fatores que influenciam no estabelecimento de linhagens celulares 815 

 816 
Inúmeros fatores podem comprometer ou influenciar no estabelecimento de uma 817 

linhagem celular, como as condições de cultivo in vitro (composição do meio: León-Quinto 818 
et al., 2011; duração do cultivo: Song et al., 2007; uso constante da tripsina durante as 819 
passagens: Liu et al., 2010). Além disso, as condições de criopreservação (processo de 820 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Wittayarat%2C+M
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Wittayarat%2C+M
https://link.springer.com/article/10.1007/s11626-016-0014-4#auth-1


 

43 
 

congelação/descongelação: Gómez et al., 2008; concentrações de crioprotetores: León-821 

Quinto et al., 2014) podem promover danos nas células, sendo essencial conhecer e 822 

estabelecer as condições adequadas no estabelecimento de linhagens celulares a serem 823 
empregadas em futuras biotecnologias (Pereira et al., 2019).  824 

 825 
Efeitos das condições de cultivo in vitro 826 

 827 

Durante o cultivo in vitro, células são avaliadas quanto as suas características e 828 
comportamento in vitro, os quais as condições in vitro devem melhor mimetizar as condições 829 
que ocorrem in vivo. Assim, as condições de cultivo são estabelecidas baseadas nas 830 
condições mais adequadas e necessárias para uma célula não sofrer danos. Em geral, células 831 
de felídeos silvestres têm sido cultivadas em meio essencial mínimo modificado por 832 

Dulbecco suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), antibióticos e, em alguns 833 
casos, suplementado com aminoácidos (Song et al., 2007), glicose e fatores de crescimento 834 

(León-Quinto et al., 2011). Essas células têm sido incubadas a uma temperatura entre 37 °C 835 

a 38,5 °C a 5% de CO2 (Tab. 1). Em células do lince-ibérico (Lynx pardinus), León-Quinto 836 
et al. (2011) verificaram que a melhor composição de meio cultivo para essas células foram 837 
meio básico suplementado com 15% de SFB, 4,5 g/L de glicose e 10 ng/mL de fator de 838 
crescimento epidermal (EGF). 839 

Além disso, a duração do cultivo pode promover alterações nas células. Contudo, em 840 
fibroblastos de tigre Siberiano foram avaliados o cultivo in vitro até a oitava passagem, sendo 841 

observado características e padrões normais (Song et al., 2007). Por outro lado, a extensão 842 
de um cultivo celular pode promover um maior estresse para as células e, consequentemente, 843 
induzir a ativação dos mecanismos de morte celular (Liu et al., 2010), impossibilitando seu 844 

uso para fins de pesquisas e na conservação dos recursos genéticos.  845 
Adicionalmente, o uso constante da tripsina também pode afetar as características 846 

biológicas e hereditárias em decorrência de um estresse provocado (Liu et al., 2010), 847 
afetando assim a integridade do DNA (Gómez et al., 2003). Em fibroblastos derivados de 848 

gato selvagem africano (Felis silvestris líbica), após comparação da desagregação mecânica 849 
vs. enzimática com tripsina vs. pronase, células foram identificadas com danos ao DNA; 850 

contudo, a dissociação com pronase demonstrou uma redução destes efeitos negativos, sendo 851 
considerada a mais confiável, porém os mecanismos de atuação destas enzimas devem ainda 852 

ser melhor compreendidos (Gómez et al., 2003). Assim, visando a obtenção de linhagens 853 
celulares normais e de ótima qualidade, medidas devem ser aplicadas como o uso de 854 
reagentes confiáveis, e pH rigorosamente controlado. Ainda, a troca do meio nutritivo deve 855 
ser realizada em intervalos padrões e o mínimo possível no número de passagens realizadas, 856 
assim como curtos intervalos entre passagens (Liu et al., 2010).   857 

Finalmente, estudos em felídeos silvestres tem apresentados resultados positivos 858 
quanto as avaliações realizadas em células cultivadas in vitro, quanto a confluência, 859 

viabilidade celular pelo ensaio azul de tripan, atividade metabólica e atividade proliferativa 860 
por meio da determinação do tempo de duplicação da população (PDT). Em relação ao 861 
crescimento celular, foi observado um crescimento adequado em células de onça-pintada 862 
entre 9 e 10 dias (Praxedes et al., 2020); no tigre de Bengala e tigre Siberiano entre 5 a 12 863 
dias (Guan et al., 2010: Liu et al., 2010). Além disso, a obtenção da confluência celular se 864 

deu entre de 10 a 15 dias na onça-pintada com taxa de 70% de confluência (Praxedes et al., 865 
2020), e no leopardo, com cerca de 70-80% de confluência (Wittayarat et al., 2013). Quanto 866 
a viabilidade celular, foram obtidas taxas de 90% para células da onça-pintada (Praxedes et 867 
al., 2019); 98,5% para o tigre Siberiano (Liu et al., 2010) e 97,6% para o tigre de Bengala 868 
(Guan et al., 2010). Além disso, fibroblastos de lince-ibérico e onça-pintada apresentaram 869 
atividade metabólica de 100% durante o cultivo in vitro (León-Quinto et al., 2014; Praxedes 870 
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et al., 2019). Quanto ao PDT, foi obtido os respectivos valores: 26 h para a onça-pintada 871 

(Praxedes et al., 2019); 24 h para o tigre Siberiano (Liu et al., 2010); 28 h para o tigre de 872 

Bengala (Guan et al., 2010), e 26,7; 27,2 e 34,7 h para o leopardo, leão e tigre (Yelisetti et 873 
al., 2016). Portanto, estes resultados podem estar associados as condições de cultivo 874 
utilizadas e o número de passagens realizadas, assim como a idade dos animais (Yelisetti et 875 
al., 2016). 876 

 877 

Efeitos das condições de criopreservação 878 

A criopreservação possibilita o armazenamento de amostras biológicas por longos 879 
períodos de tempo, sendo uma técnica integrante e necessária realizada no exercício do 880 
cultivo de células somáticas. Assim, conhecer os efeitos que os processos de 881 
congelação/descongelação podem causar em cultivos celulares, visando sempre a obtenção 882 

de células viáveis é etapa essencial (Praxedes et al., 2019; Oliveira, et al., 2020). 883 

Células de felídeos silvestres, como o tigre Siberiano (Song et al., 2007) e onça-884 
pintada (Mestre-Citrinovitz et al., 2016; Praxedes et al., 2019), têm sido criopreservadas por 885 

meio da congelação lenta, na qual a temperatura é reduzida de forma gradual e controlada, 886 
utilizando baixas concentrações de crioprotetores (Praxedes et al., 2018). É importante 887 
ressaltar que o uso de concentrações elevadas de crioprotetores podem provocar certa 888 
toxicidade para as células, além da formação dos cristais de gelo, favorecendo o surgimento 889 

de modificações na camada lipídica e, consequentemente, comprometendo a atividade e 890 
sobrevivência celular (Praxedes et al., 2019).  891 

Nesse contexto, a fim de minimizar esses efeitos negativos da criopreservação, a 892 
associação de crioprotetores tem sido amplamente empregada visando a redução do estresse 893 
osmótico (Tab. 2). Portanto, para o sucesso da criopreservação, o conhecimento sobre o tipo 894 

celular, os crioprotetores empregados, bem como a sua concentração e o tempo de exposição 895 
em relação as células, são pontos a serem explorados. León-Quinto et al. (2011) avaliaram 896 

três diferentes soluções crioprotetoras (10% de dimetilsulfóxido, DMSO, na ausência e 897 
presença de 0,1 ou 0,2 M de sacarose) em fibroblastos de lince-ibérico, e observaram que 898 

estas foram capazes de manter a viabilidade celular. Posteriormente, em 2014, o mesmo 899 
grupo utilizando a mesma espécie e condições de criopreservação, observaram que a solução 900 

que apresentou a combinação de sacarose foi mais eficiente de acordo com os parâmetros 901 
celulares estudados. Além disso, nos estudos de Oliveira et al. (2020), diferentes soluções 902 

crioprotetoras (DMSO e etilenoglicol, EG na ausência e presença de 0,2 M de sacarose) 903 
usando meio básico contendo 10% SFB foram avaliadas em fibroblastos de onça-pintada, 904 
sendo a solução mais eficiente e que garantiu a qualidade celular aquela constituída por 10% 905 

de DMSO, 10% de SFB e 0,2 M de sacarose (Tab.2).   906 
Portanto, o DMSO é um crioprotetor intracelular universal e que possui alta 907 

capacidade de penetração, além de uma ótima solubilidade em água (León-Quinto et al., 908 
2011), e tem sido rotineiramente empregado na criopreservação de linhagens celulares de 909 

felídeos silvestres em uma concentração de 10% (Tab. 2). Já o SFB é considerado um agente 910 
extracelular, e um antioxidante que atua como protetor celular, podendo ser utilizado em 911 
diferentes concentrações como é observado no tigre Siberiano:  40% e 50% de SFB (Song 912 
et al., 2007; Liu et al., 2010) e no leopardo: 90% (Verma et al., 2012). Finalmente, a sacarose 913 
é classificada como um crioprotetor extracelular que tem a capacidade de equilibrar a pressão 914 

osmótica nos processos de congelação/descongelação e que permite uma proteção adicional 915 
(León-Quinto et al., 2011). Apesar de tudo que foi abordado quanto a criopreservação em 916 
felídeos silvestres, ainda faz-se necessário a otimização de protocolos de criopreservação, 917 
buscando análises de avaliação mais precisas que possam garantir a qualidade celular e um 918 
armazenamento prolongado para células desses mamíferos ameaçados. 919 
 920 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bengal-tiger
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Considerações finais 921 

 922 

O conhecimento quanto ao estabelecimento de linhagens celulares tem possibilitado 923 
a aplicação destas células na conservação de felídeos silvestres ameaçadas a extinção. 924 
Assim, essa revisão abordou os principais critérios que podem influenciar na obtenção e na 925 
qualidade de uma linhagem celular, visando sempre a melhoria dos aspectos quanto as 926 
avaliações dos efeitos nas condições de cultivo in vitro e da criopreservação destas células 927 

para suas aplicações em estudos de reprogramação visando à produção de embriões/crias 928 
clones e células induzidas à pluripotência. Essas células são as principais responsáveis pelo 929 
sucesso da reprogramação nuclear, tendo em vista que células que apresentam qualidade 930 
celular afetada são consideradas inviáveis e não podem ser utilizadas, e seu uso implicaria 931 
no surgimento embriões defeituosos e falhas na reprogramação. Assim, a otimização de 932 

protocolos que visam a melhoria das condições de manipulação in vitro e de criopreservação 933 
faz-se necessário, de modo que possam evitar os danos e garantir a qualidade celular e sua 934 

utilização na conservação das espécies.  935 
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Tabela 1: Condições de cultivo de linhagens celulares de felídeos silvestres ameaçados de extinção.  1042 

Espécie Classificação IUCN* Condições de cultivo Principais resultados Autores 

Panthera tigris 

 

Ameaçado de extinção DMEM com 10% SFB, e 1% de 

solução de aminoácidos. Cultivo a 

37 °C em 5% de CO2 e 95% de ar, 

até oitava passagem. 

Fibroblastos obtidos com sucesso por 

cultivo de tecidos com morfologia, 

curva de crescimento e quantidade de 

cromossomos normais. 

Song et al. 

(2007) 

Panthera tigris altaica 

 

Ameaçado de extinção DMEM com 10% SFB e 

antibióticos. Cultivo a 37 °C com 

5% de CO2, até a terceira 

passagem. 

Fibroblastos foram estabelecidos com 

sucesso, favorecendo o fornecimento de 

um material valioso para fins de 

pesquisas. 

Liu et al. 

(2010) 

Pardofelis marmorata e 

Prionailurus planiceps 

 

Quase ameaçado 

Ameaçado de extinção 

 

DMEM com 20% SFB e 

antibióticos. Cultivo a 38,5 °C com 

5% de CO2, até a quinta passagem. 

Produção de embriões por meio da 

transferência nuclear utilizando 

linhagens celulares, resultando no 

nascimento de 11 filhotes vivos. 

Thongphakdee 

et al. (2010) 

Lynx pardinus Ameaçado de extinção DMEM com HEPES, 

aminoácidos, mercaptoetanol, 

piruvato de sódio, antibióticos e 

variações de SFB (10% vs. 15% vs. 

20%), glicose (1g/L vs. 4,5 g/L), 

FGF ou EGF (5 vs. 10 ng/mL). 

Cultivo a 37 °C com 5% de CO2, 

A solução mais adequada foi meio básico 

suplementado com 15% de SFB, glicose 

a 4,5 g/L e EGF a 10 ng/mL. 

León-Quinto 

et al. (2011) 
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Pardofelis temminckii, 

Pardofelis marmorata e 

Panthera pardus 

Quase ameaçado 

Quase ameaçado 

Vulnerável 

DMEM com 20% SFB e 

antibióticos. Cultivo a 37 °C com 

5% de CO2, até a sexta passagem. 

Linhagens foram sincronizadas com 

sucesso nos estágios G0/G1 por 

diferentes métodos: privação de soro, 

inibição por contato e agente químico. 

Wittayarat  et 

al. 

(2013) 

Acinonyx jubatus 

venaticus 

Criticamente em 

perigo 

 

DMEM com 10% SFB e 

antibióticos. Cultivo a 38 °C com 

5% de CO2. 

Linhagens criopreservadas na ausência 

de crioprotetores foram utilizadas na 

transferência nuclear de células 

somáticas, possibilitando a obtenção de 

blastocistos. 

Moulavi et al. 

(2017) 

Leopardus guigna Vulnerável DMEM: F12 com 30% SFB, 

piruvato, L-glutamina, antibiótico 

e incubadas a 38,5 °C em 5% de 

CO2. 

Sincronização do ciclo celular por 

supressão de soro por 3 dias 

proporcionou maior número de 

fibroblastos em G0/G1. 

Veraguas et al. 

(2017) 

 

Panthera onca Quase ameaçado DMEM com 10% SFB, 

antibiótico. Cultivo a 38,5 °C e 5% 

de CO2, até a terceira passagem. 

Obtenção de fibroblastos viáveis após o 

cultivo in vitro. 

Praxedes et al. 

(2019) 

Panthera onca Quase ameaçado DMEM com 10% FBS e 

antibiótico. Cultivo a 38,5 °C e 5% 

de CO2, até a quarta passagem. 

Fibroblastos foram obtidos com padrões 

normais quanto a morfologia, viabilidade 

e confluência. 

Oliveira et al. 

(2020) 

*Grau de ameaça de extinção de acordo com a IUCN (2020). DMEM: Meio Essencial Mínimo Modificado por Dulbecco; SFB: Soro Fetal Bovino.  1043 

 1044 

https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Wittayarat%2C+M
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Tabela 2: Condições de criopreservação por congelação lenta em linhagens celulares de felídeos silvestres ameaçados de extinção.         1045 

Espécie Classificação IUCN* 
Condições de 

criopreservação 
Principais resultados Autores 

Panthera tigris 

 

Ameaçado de extinção 10% DMSO e 40% SFB Fibroblastos obtidos apresentaram    

morfologia, curva de crescimento e 

quantidade de cromossomos normais. 

Song et al. (2007) 

Panthera tigris tigris 

 

Ameaçado de extinção 10% DMSO e 90% SFB Congelação teve pouca influência 

na viabilidade dos fibroblastos, 

apresentando uma taxa superior a 

90%. 

Guan et al. (2010) 

Panthera tigris altaica 

 

Ameaçado de extinção 10% DMSO e 50% SFB Células apresentaram uma 

viabilidade superior a 90% após o 

processo de congelação. 

Liu et al. (2010) 

Lynx pardinus Ameaçado de extinção 10% DMSO na ausência e 

presença da sacarose (0,1 vs. 

0,2 M). 

As três soluções de congelação 

apresentaram altas taxas de 

sobrevivência celular após a 

descongelação (90% de 

viabilidade). 

León-Quinto et al. 

(2011) 

Panthera uncia 

 

Vulnerável 

 

10% DMSO e 90% SFB Fibroblastos apresentaram uma 

viabilidade de 90% após a 

descongelação. 

Verma et al. (2012) 

Lynx pardinus Ameaçado de extinção 10% DMSO na ausência e 

presença de sacarose (0,1 vs 

0,2 M). 

A combinação de sacarose 

apresentou um efeito positivo nas 

taxas de viabilidade celular. Valores 

superiores a 70%. 

León-Quinto et al. 

(2014) 

Panthera onca Quase ameaçado Diferentes soluções: 10% 

DMSO vs. 10% DMSO 

acrescido de 0,2 M sacarose 

vs. 10% EG. vs. 10% EG 

acrescido de 0,2 M sacarose. 

A solução constituída por 10% 

DMSO, 10% SFB e 0,2 M sacarose 

foi a mais eficiente em garantir a 

qualidade celular. 

Oliveira et al. (2020) 

 

*Grau de ameaça à extinção de acordo com a IUCN (2020). DMSO: Dimetilsulfóxido; SFB: Soro Fetal Bovino; EG: Etilenoglicol.1046 
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ABSTRACT 1093 

Ex-situ conservation strategies such as the formation of somatic cell banks are valuable tools for the 1094 

conservation of jaguars, whose population has been declining in recent years. Once properly 1095 

established, these cells can be successfully leveraged for future applications. We aimed to assess the 1096 

effects of in vitro culture and cryopreservation on the establishment of fibroblasts derived from 1097 

jaguars. Initially, we identified five dermal fibroblastic lines using morphology and 1098 

immunophenotyping assays; these lines were then subjected to two experiments. In the first 1099 

experiment, the viability, metabolism, and proliferative activity of cells at different passages (first, 1100 

third, and tenth) were evaluated. In the second experiment, the cells were cryopreserved and the 1101 
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levels of reactive oxygen species (ROS), mitochondrial membrane potential (ΔΨm) and apoptosis 1102 

were evaluated after one, three and ten passages. Non-cryopreserved cells were used as controls. The 1103 

in vitro culture after first, third, and tenth passages and cryopreservation conditions did not affect the 1104 

proliferative activity and viability. However, cells cultured until tenth passage and frozen/thawed 1105 

cells showed reduced metabolism. Additionally, cryopreserved cells showed higher levels of 1106 

intracellular ROS and altered ΔΨm when compared to those of non-cryopreserved cells. Finally, 1107 

frozen/thawed cells cultured after ten passages showed reduced proliferative activity and number of 1108 

viable cells than did frozen/thawed cells cultured after one and three passages. In summary, we have 1109 

shown that viable fibroblasts can be established from jaguar skin and that although these cells do not 1110 

show altered viability and proliferative activity, they do undergo damage during extended culture 1111 

and cryopreservation. 1112 

 1113 

KEYWORDS: Captive management, cell banking, cell line, ex-situ conservation, Panthera genus.  1114 

 1115 

1. INTRODUCTION 1116 

Jaguars (Panthera onca Linnaeus, 1758) are unique wild felids belonging to the genus Panthera and 1117 

are commonly found in the Americas, where they play an important role in ecosystem structure and 1118 

function (Silver et al., 2004). These animals act as important predators in the food chain, regulating 1119 

approximately 90 different prey species (Chiarello et al., 2008), and are considered indicators of 1120 

environmental quality (Abreu et al., 2004). According to Jedrzejewski et al. (2018), the current 1121 

population of jaguars in Brazil is estimated at approximately 86,800, followed by Peru with 22,200 1122 

jaguars. Due mainly to anthropic actions, the population of jaguars has been declining (Paviolo et 1123 

al., 2016). As a result, on the rating scale of International Union for Conservation of Nature, jaguars 1124 

are classed as "Near Threatened” (Quigley et al., 2017). Therefore, it is necessary to develop 1125 

strategies for conservation of the jaguar population. 1126 

 1127 

Research focusing on the creation of germplasm cryobanks of wild felids has increased in recent 1128 

years (Praxedes et al., 2019; Silva et al., 2019a), with zoos actively participating in the development 1129 
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of conservation programs (Rueda-Zozaya et al., 2016). These cryobanks are fundamental for the 1130 

maintenance of biodiversity (Silva, Silva, Silva & Comizzoli, 2019b). The use of cryobanks is 1131 

essential for the reproduction (Comizzoli, Mermillod, & Mauget, 2000) and regeneration of wild 1132 

species (Zhou, Meng & Li, 2010). Although most banks store semen and embryos, the interest in 1133 

somatic resources has increased due mainly to gonadal sampling restrictions (Praxedes, Borges, 1134 

Santos, & Pereira, 2018), especially because only a small quantity of samples can be collected in 1135 

several breeding centers. Thus, establishing somatic cells as primary and fibroblast cell lines can 1136 

provide a unique opportunity for jaguar conservation research via the use of somatic cells in cloning 1137 

by somatic cell nuclear transfer and nuclear reprogramming (Pereira, Borges, Santos, & Lira, 2019). 1138 

 1139 

Considering the importance of cell culture, we focused on establishing jaguar cell lines as a crucial 1140 

strategy to form somatic resource banks. In this context, two factors are crucial—the conditions of 1141 

in vitro culture and cryopreservation. Recently, our group established primary culture conditions for 1142 

jaguar cells by evaluating these cells until the first passage (Praxedes et al., 2019; 2020). However, 1143 

studies in different mammals have shown that somatic cells may lose their viability and functions 1144 

following extended in vitro culture (Magalhães et al., 2017; Tian, Kubota, Enright, & Yang, 2003). 1145 

In general, the evaluation of damage caused by a higher number of passages and cryopreservation is 1146 

a key determinant of cell reprogramming rate (Gómez et al., 2008). Thus, cell quality assessments 1147 

along different passages and after the cryopreservation are important to determine the extent to which 1148 

the cells are damaged and to optimize in vitro conditions accordingly. 1149 

 1150 

Therefore, the aim of the present study was to evaluate the damage caused by in vitro culture and 1151 

cryopreservation to the establishment of fibroblasts derived from jaguars; these findings will 1152 

facilitate the planning of future strategies for jaguar conservation.   1153 

 1154 

2. MATERIALS AND METHODS 1155 

2.1. Ethics statement, chemicals and media 1156 
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All experiments were carried out by ethical approval of Committees of the Rural Federal University 1157 

of Semi-Arid (no. 23091.0011507/2017-61) and Chico Mendes Institute for Biodiversity 1158 

Conservation (no. 57460-1) with respect to animal experimentation and care of animals under study. 1159 

Unless otherwise indicated, all the reagents, and media were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, 1160 

MO, USA), and Gibco-BRL (Carlsbad, CA, USA). Anti-vimentin antibody and goat anti-mouse IgG 1161 

were purchased from Abcam (Cambridge, CA, USA). 1162 

 1163 

2.2. Sample collection, obtaining and identification of fibroblastic lines  1164 

Peripheral ear skin samples (1–2 cm2) were collected from five healthy adult jaguars (11.6 ± 1.5 -1165 

year-old) from zoos belonging to different cities in north-eastern Brazil. After administration of 0.08 1166 

mg/kg dexmedetomidine hydrochloride (Dexdormitor®, Zoetis, São Paulo, SP, Brazil) and 1167 

mechanical containment (Araujo et al., 2018), tissues were transported to the laboratory in 1168 

Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1169 

2% antibiotic-antimycotic solution at 4°C for 3–8 h. 1170 

 1171 

In the laboratory, tissues were fragmented and cultured according to Praxedes et al. (2019). Briefly, 1172 

fragments were cultured by primary and secondary systems in DMEM supplemented with 10% FBS 1173 

and 2% antibiotic-antimycotic solution at 38.5°C and 5% CO2. The culture medium was changed 1174 

every 24 h. The cells were harvested when they reached 70% confluency and subcultured into fresh 1175 

dishes. Subconfluent cells were evaluated for their fibroblastic morphology using an inverted 1176 

microscope (Nikon TS100, Tokyo, Japan). 1177 

 1178 

Moreover, immunophenotyping assay was performed for the establishment of fibroblastic lines. 1179 

Then, the cells were fixed using 4% paraformaldehyde for 10 min at 25°C and washed with chilled 1180 

phosphate-buffered saline (PBS). Subsequently, the cells were incubated with antigen-retrieval 1181 

buffer (100 mM Tris, 5% urea, pH 9.5), and permeabilized for 1 h in 0.4% Triton X-100. Then, the 1182 

cells were incubated in 0.1% Tween-20 for 1 h to block non-specific binding of antibodies. Finally, 1183 

the cells were immunostained with mouse anti-vimentin antibody (ab8979, 1:200) for 24 h at 4°C, 1184 
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followed by incubation with secondary antibody (goat anti-mouse IgG, Alexa Fluor® 488, ab150113, 1185 

1:400) for 1 h at 25°C in the dark. Cells were counterstained with 1 μg/mL Hoechst 33342 for 1 min 1186 

and observed under a fluorescence microscope (Olympus BX51TF, Tokyo, Japan). Thus, cells 1187 

stained with vimentin were considered fibroblasts, since vimentin is a cytoskeletal protein present in 1188 

cells of mesenchymal origin such as fibroblasts (Surolia et al., 2019). 1189 

 1190 

2.3. Experimental design and cryopreservation 1191 

After obtaining fibroblastic lines, cells were subjected to two experiments. In the first experiment, 1192 

cells at different passages (first, third, and tenth) were evaluated for viability, metabolism, and 1193 

proliferative activity. These passages were chosen based on a previous study by Kubota et al. (2000) 1194 

who considered the third and tenth passages as the most frequently used passages in studies of nuclear 1195 

reprogramming. In the second experiment, cryopreserved cells after one, three and ten passages were 1196 

evaluated for levels of reactive oxygen species (ROS), mitochondrial membrane potential (ΔΨm), 1197 

and apoptosis. These characteristics of cryopreserved cells were compared to those of non-1198 

cryopreserved cells.   1199 

 1200 

For cryopreservation, suspensions (1.0 × 105 cells/mL) containing the cryopreservation solution were 1201 

added to cryovials, maintained at 4°C for 10 min, and transferred to a –80°C freezer in Mr. Frosty 1202 

system® (Thermo Scientific Nalgene, Rochester, NY, USA) for 12 h at a cooling rate of 1°C/min. 1203 

Subsequently, cryovials were stored in liquid nitrogen (-196°C). The cryopreservation solution 1204 

consisted of DMEM with 1.5 M dimethyl sulfoxide (DMSO), 0.25 M sucrose and 10% FBS, 1205 

according to Oliveira et al. (2020). After two weeks, cryovials were thawed at 25°C for 1 min and 1206 

immersed in a water bath at 37°C for 4 min. For removal of cryoprotectants, cells were washed with 1207 

DMEM plus 0.2 M sucrose and maintained at 4°C for 15 min. Subsequently, the cells were washed 1208 

with DMEM and maintained at 25°C for 15 min. Finally, the cells were cultured and subjected to 1209 

different analyses. 1210 

 1211 

2.4. Analysis of proliferative activity, viability, and metabolism 1212 
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The proliferative activity of cells was quantified according to the growth curve and determination of 1213 

population doubling time (PDT). Cells (1 × 104 cells/mL) were plated in 24-well dishes, trypsinized, 1214 

and counted. The readings were recorded every 24 h for a period of 168 h. The average counts at 1215 

regular intervals of 24 h were used to elaborate the growth curve and estimate PDT (Roth, 2006), 1216 

according to following equation: 1217 

 1218 

PDT=T ln2/ln (Xe/Xb) 1219 

 1220 

PDT was the time of the culture (in hours), T was the incubation time, Xb was the number of cells at 1221 

the beginning of the time incubation, Xe was the number of cells at the end of the incubation time, 1222 

and ln was Napierian logarithm. 1223 

 1224 

Cell viability was analyzed using trypan blue assay. All analyses were carried out in duplicate for 1225 

each cell line. Briefly, an aliquot of suspended cells was stained with 0.4% trypan blue (in PBS) in 1226 

1:1 ratio and counted using a Neubauer chamber. Unstained cells were considered viable owing to 1227 

the intact membrane, whereas cells stained with trypan blue were considered non-viable owing to 1228 

penetration of the dye. The percentage of viable cells was calculated by dividing the number of viable 1229 

cells by total number of cells counted. 1230 

 1231 

For the evaluation of metabolic activity, cells were subjected to a 3-(4,5-dimethylthiazole-2yl) -2,5-1232 

diphenyl tetrazoline bromide (MTT) assay. Briefly, cells at a density of 5 × 104 cells/mL were 1233 

cultured for 5 days in 5% CO2 at 38.5°C in DMEM supplemented with 10% FBS and 2% antibiotic-1234 

antimycotic solution. Then, cells were incubated with 5 mg/mL MTT solution for 3 h at 38.5°C and 1235 

5% CO2. Subsequently, DMSO was added to solubilize MTT and the readings were recorded at 595 1236 

nm, according to Praxedes et al. (2019). 1237 

 1238 

2.5. Quantification of intracellular ROS levels and ΔΨm 1239 
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For the measurement of ROS levels, cells were stained with a fluorescent probe, H2DCFDA 1240 

according to Santos et al. (2019). Briefly, cells were washed with PBS, suspended in 500 µL of 5 1241 

µM H2DCFDA and incubated at 38.5°C in 5% CO2 for 30 min. For the evaluation of ΔΨm, cells 1242 

were stained with a fluorescent probe, MitoTracker Red (CMXRos). Briefly, cells were incubated 1243 

with 500 nM MitoTracker Red and subjected to the above-mentioned conditions. The cells were 1244 

washed with PBS, mounted on glass slides, and photographed under a fluorescence microscope 1245 

(Olympus BX51TF, Tokyo, Japan). The fluorescence signal intensities were quantified using the 1246 

ImageJ software (version 1.49v, Java 1.8.0_201, Wayen Rasband, U.S. National Institutes of Health, 1247 

Bethesda, MD, USA; website: http://rsb.info.nih.gov/ij/download.html). The background signal 1248 

intensity was subtracted from the values obtained for treated samples. Measured mean value of 1249 

micrograph for non-cryopreserved cells was used as a calibrator. Relative levels (arbitrary 1250 

fluorescence units) were calculated by dividing the measured value of each micrograph by the mean 1251 

value of calibrator. 1252 

 1253 

2.6. Apoptosis assay  1254 

To perform apoptosis assay, 2 µg/mL of acridine orange and 10 µg/mL of ethidium bromide was 1255 

added to cell aliquots. Subsequently, cells were analyzed using fluorescence microscopy at 480 nm, 1256 

where 300 cells were counted at 200× magnification. The cells were classified into (i) viable cells, 1257 

with a uniform light green nucleus; (ii) early apoptotic cells, with a non-uniform green nucleus; (iii) 1258 

late apoptotic cells, with a non-uniform bright orange nucleus, and (iv) necrotic cells, with a uniform 1259 

orange nucleus (Kosmider et al., 2004). A fluorescence microscope was used to observe apoptotic 1260 

changes in the stained cells, which were quantified using ImageJ software (National Institutes of 1261 

Health, Bethesda, MD, USA). 1262 

 1263 

2.7. Statistical analysis 1264 

All data were expressed as the mean ± standard error and were analyzed using StatView software 1265 

(Graph-Pad Software Incorporation, La Jolla, CA, USA). Normality of all results was verified using 1266 

the Shapiro-Wilk test and homoscedasticity was verified using the Levene’s test. Viability, 1267 
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metabolism, ROS levels, and ΔΨm were altered with arcsine and analyzed using variance analysis 1268 

(ANOVA) followed by the Tukey test. All other data were compared using ANOVA followed by the 1269 

unpaired t-test. Statistical significance was set at p value less than 0.05. 1270 

 1271 

3. RESULTS 1272 

3.1. Identification and characterization of fibroblastic lines 1273 

Cell morphology was observed from the margins of 95% (19/20) tissue fragments derived from the 1274 

peripherical ear skin of jaguars after 8.0 ± 0.3 days of adherence to the culture plates (Figure 1A). 1275 

Figures 1B-D show the morphological features of fibroblasts derived from first, third and tenth 1276 

passages. Subconfluent cells were observed after 9.0 ± 0.0 days. Additionally, cell morphology and 1277 

confluence were not altered after cryopreservation (Figure 1E). Therefore, the morphological 1278 

characteristics of fibroblastic lines included a fusiform shape with cytoplasmic extensions and a 1279 

central nucleus.  1280 

 1281 

Moreover, the expression of vimentin in cultured cells (Figures 1F-H) was significantly higher, 1282 

where it was distributed throughout the cytoskeleton of the cells, especially in long bundles of 1283 

intermediate filaments (green color). Therefore, the evaluation of immunophenotyping allowed us to 1284 

demonstrate that the cells obtained were indeed fibroblasts. 1285 

 1286 

3.2. Effects of in vitro culture conditions on the fibroblastic lines 1287 

The in vitro culture did not affect the proliferative activity after the first, third, and tenth passages (p 1288 

> 0.05) with PDT values ranging of 22.8–26.1 h (Figures 2A-B). Moreover, no difference was 1289 

observed among the passages in viability with all values observed above 95.7% (Figure 3C). All 1290 

passages showed a sigmoid growth curve with cells entering the adaptation phase on day 1 of the 1291 

growth curve, followed by the exponential phase (Figure 2A). Additionally, an evident phase of 1292 

decline was observed only in cells derived from the first passage. 1293 

 1294 
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Regarding cellular metabolism, cells derived from the first and third passages did not show altered 1295 

metabolic response (Figure 2D). However, cells cultured after the tenth passage showed reduced 1296 

metabolic activity (49.0% ± 3.3) when compared to the cells belonging to other passages (p < 0.05).   1297 

 1298 

3.3. Effects of cryopreservation conditions on the fibroblastic lines  1299 

Cryopreservation did not affect the proliferative activity of cells (22.9 h ± 1.6 and 30.0 h ± 1.4) for 1300 

non-cryopreserved and cryopreserved cells (Figures 3A-B). Moreover, only after day 1, the 1301 

cryopreserved cells entered the exponential phase (Figure 3A). Additionally, cryopreservation did 1302 

not reduce the viability significantly, with 92.5% ± 6.2 and 73.2% ± 9.8 viable cells observed in non-1303 

cryopreserved and cryopreserved cells, respectively (Figure 3C). On the other hand, a significant 1304 

difference in metabolism was observed between non-cryopreserved (100.0% ± 6.0) and 1305 

cryopreserved cells (32.7% ± 2.8, Figure 3D). 1306 

 1307 

Consistent with above findings, cryopreserved cells (1.4 ± 0.1) showed higher levels of intracellular 1308 

ROS when compared to non-cryopreserved cells (1.0 ± 0.1, Figures 4A-C). Moreover, cryopreserved 1309 

cells showed a reduction in the mitochondrial membrane potential (ΔΨm) when compared to non-1310 

cryopreserved cells (Figures 4D-F). 1311 

 1312 

Cryopreserved cells cultured after one, three and ten passages did not show altered viability (Figure 1313 

5B) and metabolism (Figure 5C) with values ranging from 87.6% ± 5.3 to 91.2% ± 2.0 and 60.1% ± 1314 

12.2 to 67.8% ± 8.5, respectively (p > 0.05). However, cryopreserved cells cultured after ten passages 1315 

showed a higher value of PDT (45.1 h ± 12.0) when compared to cells cultured after one (30.0 h ± 1316 

1.4) and three passages (24.7 h ± 9.0) with PDT values ranging from 24.7–45.1 h (Figure 5A). 1317 

Finally, cryopreserved cells cultured after ten passages showed increased apoptosis when compared 1318 

to cells cultured after one and three passages (Table 1).   1319 

 1320 

4. DISCUSSION 1321 
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To the best of our knowledge, this is the first study demonstrating the effects of in vitro culture 1322 

conditions and cryopreservation on the establishment of fibroblasts derived from jaguars. We 1323 

demonstrated that viable fibroblasts with excellent proliferative activity can be established from 1324 

jaguar skin by reducing the damage induced by extended culture time and cryopreservation. 1325 

Additionally, the cryopreservation protocol negatively affected the ROS levels and ΔΨm in dermal 1326 

fibroblasts derived from jaguars. Moreover, the duration of culture of cryopreserved cells negatively 1327 

affected the number of viable cells and their PDT values. These results are important as they allow 1328 

researchers to understand the extent of specific damage caused by particular conditions. This is 1329 

especially critical for planning new strategies to reduce these negative effects during the 1330 

establishment of jaguar fibroblastic lines. 1331 

 1332 

Interestingly, both proliferative activity and viability were unaffected by the number of cell passages 1333 

and cryopreservation. In general, the nutrient conditions of the culture and environmental conditions 1334 

promote cell establishment and cell growth. These conditions, when optimized, can allow cells to 1335 

grow independent of the duration of culture, temperature reduction protocols, and presence of 1336 

cryoprotectants (Subramanian et al., 2018). Probably, the addition of serum to the culture medium 1337 

has a significant impact on cell growth. This stimulatory effect can be attributed to growth factors, 1338 

collagen, and fibronectin supplied by the serum, which collectively play an important role in cell 1339 

growth, cell adhesion and cell expansion (Hosokawa, Fijisawa, Bing-Hua, Jujo, & Higuchi, 1997). 1340 

Interestingly, similar PDT values were reported for cells derived from leopard (Panthera pardus, 1341 

26.7 h), lion (Panthera leo, 27.2 h) (Yelisetti et al., 2016), and Siberian tiger (Panthera tigris altaica, 1342 

24.0 h, Liu et al., 2010). 1343 

 1344 

The maintenance of viability after cryopreservation may be attributed to efficient protection by 1345 

cryoprotectants (DMSO, FBS, and sucrose). Cryoprotectants prevent the rupture of plasma 1346 

membrane of cells by reducing the formation of ice crystals (Elliott, Wang, & Fuller, 2017) and 1347 

osmotic pressure inside the cell (Castilho, Moraes, Augusto, Butler, 2008). Since the trypan blue 1348 

assay used to estimate cell viability is based on the integrity of plasma membrane, higher values of 1349 
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cell viability demonstrate the efficacy of cryoprotectants in maintaining cell membrane integrity. 1350 

Consistent with our previous results, similar values for viability were obtained in Siberian tiger 1351 

(98.5%, Liu et al., 2010), and Bengal tiger (Panthera tigris tigris, 97.6%, Guan et al., 2010). 1352 

 1353 

In contrast to cell viability, metabolism of jaguar fibroblasts was altered following in vitro culture 1354 

and cryopreservation. In relation to in vitro culture, this may be correlated with the constant use of 1355 

trypsin during high number of passages, which can induce cellular stress and consequently affect 1356 

their respective biological characteristics (Liu et al., 2010). Moreover, the freezing/thawing 1357 

procedure involved in cryopreservation may cause reduction in protein synthesis as well as 1358 

intracellular molecular transport. These factors may result in reduced metabolic activity due to a 1359 

reduction or complete loss of cellular activity (Loecker, Koptelov, Grischenko, & Loecker, 1998). 1360 

Consistent with this, cells derived from brown brocket deer (Mazama gouazoubira) that showed 1361 

impaired metabolic activity were non-viable cells (Magalhães et al., 2017). However, several 1362 

mechanisms that have not yet been elucidated may be responsible for the decrease in metabolism, 1363 

and it is considered that contact between cells during freezing/thawing may be a relevant factor 1364 

(Loecker et al., 1998). 1365 

 1366 

In cryopreserved fibroblasts derived from jaguar, we observed an increase in the ROS levels. ROS 1367 

are characterized as a set of molecules and free radicals produced during the oxygen metabolism of 1368 

an organism (Santos, Borges, Queiroz Neta, Bertini, & Pereira, 2018). Since these species carry 1369 

unpaired electrons, they are highly unstable and reactive. It is important to note that exposure to low 1370 

temperatures can cause undesirable damage to cells after cryopreservation, since the cryoprotectants 1371 

are mildly toxic to cells (Bomhard, Elsässer, Ritschl, Schwarz, & Rotter, 2016). Thus, the structure 1372 

of the lipid layer can undergo changes through the oxidation of key molecules, increasing 1373 

permeability and thereby adversely affecting cell function and survival (Wlodkowic, Telford, 1374 

Skommer, & Darzynkiewicz, 2011).  1375 

 1376 
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The culture medium, depending on its composition, can promote the overproduction of ROS. At 1377 

physiological levels, ROS are necessary to perform important cellular functions. However, a 1378 

significant elevation of their levels leads to oxidative stress (Agarwal, Said, Bedaiwy, Banerjee, & 1379 

Alvarez, 2006). In addition to the generation of ROS, ΔΨm of the cells was reduced following 1380 

cryopreservation. This can be explained by the increased permeability of the cell membrane, which 1381 

results in the release of apoptotic factors and consequently, in the decrease of the membrane potential 1382 

(Popovic, Kaye, & Hill, 1996). The accumulation of free radicals, such as peroxide, may also favor 1383 

the reduction of ΔΨm (Pfeuty, & Gueride, 2000). 1384 

 1385 

Cryopreserved cells after ten passages showed differing PDT values and apoptosis levels from 1386 

cryopreserved cells after one and three passages. This may be attributed to inability of cells to recover 1387 

from cryopreservation-induced damage. In addition, with increase in passage number, the availability 1388 

of growth factors decreases (Mammone, Gan, & Foyouzi-Youssefi, 2006). With reference to 1389 

apoptosis, our data corroborate the studies in brown brocket deer by Magalhães et al. (2017), who 1390 

reported reduced viability in the cells of the tenth passage when compared with cells of the fourth 1391 

and tenth passage. This may be correlated with cryopreservation, since it allows the formation of ice 1392 

crystals inside the cell, which causes irreversible damage after thawing (Borges et al., 2017). In 1393 

addition, extended culture can induce cellular stress, eventually inducing cell death (Dluska, Metera, 1394 

Markowska-Radomska, & Tudek, 2019). Interestingly, no difference was observed in the metabolism 1395 

of cryopreserved cells cultured after one, three and ten passages. It is possible that the metabolic rates 1396 

were already reduced after cryopreservation and these reduced values were maintained over the 1397 

duration of culture. 1398 

 1399 

In conclusion, we have shown that viable fibroblasts can be established from jaguar skin and that, 1400 

although these cells do not show altered viability and proliferative activity, they do undergo damage 1401 

during extended culture and cryopreservation. Therefore, we suggest restricting the culture of 1402 

fibroblasts to less than 10 passages. In addition, the cryopreservation protocol needs to be optimized 1403 

to improve the quality of cells for future applications in biotechnology. 1404 
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TABLE 1545 

 1546 

Table 1. Evaluation of number of passages on the apoptosis levels in cryopreserved cells derived from jaguars.  1547 

Passages 

Cryopreserved cells and cultured after same passages 

Viable (%)  
Initial apoptotic (%)  Late apoptotic (%)  

Necrotic (%)  

one 50.1 ± 2.5a 23.3 ± 2.0a 9.7 ± 2.5a 0.7 ± 0.1a 

three                     59.3 ± 2.9a 29.3 ± 2.5a 10.7 ± 2.7a 0.7 ± 0.2a 

ten                    30.4 ± 5.7b 34.0 ± 10.4a 13.5 ± 4.7a 1.0 ± 0.3a 

a,b: p < 0.05.  1548 

 1549 

 1550 

 1551 

 1552 

 1553 
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FIGURES 1554 

 1555 

 1556 

 1557 

 1558 

 1559 

 1560 

 1561 

 1562 

 1563 

 1564 

Figure 1. Establishment of jaguar fibroblasts derived from primary and secondary cultures of peripheral ear skin. (A) Tissue cultured in vitro 1565 

presenting cell detachment. Asterisk indicates tissue. (B, C, and D) Cells derived from first, third and tenth passages during in vitro culture, 1566 

presenting fusiform aspect. (E) Cells after the cryopreservation by slow freezing. (F) Positive confirmation of fibroblasts by cell marking for 1567 

intermediate vimentin. (G) Counter-labeled cells with Hoechst 33342. (H) Image overlay in (F) and (G). Scale bar of 50 µm. In A, B, C, D, and E: 1568 

magnification 10×. In F, G and H: magnification 20×.  1569 



 

72 
 

 1570 

 1571 

 1572 

 1573 

 1574 

 1575 

 1576 

 1577 

 1578 

 1579 

 1580 

Figure 2. Evaluation of in vitro culture conditions on the establishment of fibroblasts derived from the skin of jaguars. (A) Assessment of the 1581 

proliferative activity of cells derived from first, third and tenth passages through the development of growth curves. (B) Values of Population 1582 

Doubling Time (PDT) of cells derived from first, third and tenth passages after seven days of analysis. (C) Assessment of the viability using Trypan 1583 

blue in cells derived from first, third and tenth passages. (D) Evaluation of the metabolism using MTT assay in cells derived from first, third and 1584 

tenth passages. a,b: p < 0.05.  1585 
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 1587 

 1588 

 1589 

 1590 

 1591 

 1592 

 1593 

 1594 

 1595 

 1596 

Figure 3. Evaluation of cryopreservation conditions on the establishment of fibroblasts derived from the skin of jaguars. (A) Assessment of the 1597 

proliferative activity of non-cryopreserved and cryopreserved cells through the development of growth curves. (B) Values of Population Doubling 1598 

Time (PDT) of cells derived from non-cryopreserved and cryopreserved cells after seven days of analysis. (C) Assessment of the viability using 1599 

Trypan blue in non-cryopreserved and cryopreserved cells. (D) Evaluation of the metabolism using MTT assay in non-cryopreserved and 1600 

cryopreserved cells. a,b: p < 0.05. 1601 
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 1604 

 1605 

 1606 

 1607 

 1608 

 1609 

 1610 

 1611 

 1612 

Figure 4. Evaluation of cryopreservation conditions on the establishment of jaguar fibroblasts. (A) Measurement of ROS levels in non-1613 

cryopreserved cells using H2DCFDA probe. (B) Measurement of ROS levels in cryopreserved cells using H2DCFDA probe. (C) Levels of ROS in 1614 

non-cryopreserved and cryopreserved cells. (D) Quantification of ΔΨm in non-cryopreserved cells using CMXRos probe. (E) Quantification of 1615 

ΔΨm in cryopreserved cells using CMXRos probe. (F) ΔΨm in non-cryopreserved and cryopreserved cells. Scale bar of 50 µm. In A, B, D, and 1616 

E: magnification 10×.  a,b: p < 0.05.1617 
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 1634 

 1635 

Figure 5. Evaluation of number of passages on the proliferative activity, viability, and 1636 

metabolism in cryopreserved cells derived from jaguar skin. (A) Assessment of the proliferative 1637 

activity of cryopreserved cells after one, three and ten passages by determination of Population 1638 

Doubling Time (PDT) values. (B) Assessment of the viability using Trypan blue in 1639 

cryopreserved cells after one, three and ten passages. (C) Evaluation of the metabolism using 1640 

MTT assay in cryopreserved cells after one, three and ten passages. a,b: p < 0.05. 1641 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 1644 

 1645 

O presente trabalho descreveu o estabelecimento de cinco linhagens fibroblásticas 1646 

recuperadas de tecidos da pele do pavilhão auricular apical de onças-pintadas, por meio do 1647 

isolamento, caracterização e criopreservação celular. Assim, foi possível a obtenção de 1648 

linhagens fibroblásticas viáveis, com viabilidade celular e atividade proliferativa adequadas. 1649 

Além disso, células obtidas a partir da décima passagem apresentam metabolismo reduzido. 1650 

 Portanto, esse estudo compreendeu a primeira etapa necessária para a obtenção de 1651 

linhagens celulares viáveis, avaliando as condições de manipulação in vitro e criopreservação 1652 

destas células, objetivando garantir a qualidade celular e a conservação desse recurso genético, 1653 

visando a sua aplicação na conservação de onças-pintadas. Esses resultados irão contribuir para 1654 

diferentes finalidades, como nas etapas sequenciais e necessárias para a realização da clonagem, 1655 

que consiste na sincronização do ciclo celular nos estágios G0/G1 e na reprogramação nuclear, 1656 

além da produção de células induzidas a pluripotência, visando a produção de gametas in vitro. 1657 
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ANEXO No. 01: COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO ARTIGO DE REVISÃO: 1706 

ESTABLISHMENT OF CELL LINES IN WILD FELIDS – A REVIEW OF THE EFFECTS 1707 

OF CULTURE AND CRYOPRESERVATION CONDITIONS ON CELL QUALITY A 1708 

REVISTA BRASILEIRA DE REPRODUÇÃO ANIMAL 05 – MAR – 2020. 1709 
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ANEXO No. 02: COMPROVANTE DE SUBMISSÃO DO ARTIGO EXPERIMENTAL: 1726 

EVALUATION OF THE DAMAGE CAUSED BY IN VITRO CULTURE AND 1727 

CRYOPRESERVATION TO DERMAL FIBROBLASTS DERIVED FROM JAGUARS: AN 1728 

APPROACH TO CONSERVATION THROUGH BIOBANKS A REVISTA ZOO BIOLOGY 1729 

07 – FEV – 2020. 1730 
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